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Caspase 
Cysteinyl aspartate specific 
proteinase 
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基于超滤辅助样品制备方
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IAA indole-3-acetic acid 吲哚-3-乙酸 
LBD Ligand-binding domain 配体结合结构域 
MEM Minimum Essential Medium 最低必须培养基 
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哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 
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3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -
2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium 
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gene B 
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 1 
摘要 
定量蛋白质组学可以分析混合样本中蛋白质的动态变化，反映生物体的生
理或病理状态等综合信息。本课题利用定量蛋白质组学 Stable isotope labeling by 
amino acids in cell culture (SILAC) 标记技术，研究 23 乙酰泽泻醇 B (ABA) 的抗
肿瘤机制和核受体 Nur77 对线粒体活性的影响。 
        第一章研究 ABA 的抗肿瘤机制。ABA 是中药泽泻的主要有效成份，具有
抗菌、抗病毒、抗过敏、抑制细胞耐药性以及肝保护等生物学功能。近年发现
ABA 具有肿瘤细胞杀伤作用，但对其作用机制却知之甚少。在本章中，我们应
用定量蛋白质组学SILAC技术，筛选ABA作用于肝癌细胞后的差异表达蛋白，
经生物信息学分析发现 ABA 参与调控 mTOR/核糖体蛋白质、细胞周期阻滞以
及细胞凋亡信号通路。进一步验证发现 ABA 可能通过抑制 mTOR 及其下游的
p70 S6K 和 4E-BP1 信号通路，实现细胞周期 G0/G1 期阻滞和诱导细胞凋亡。综
上所述，本章利用定量蛋白质组学技术系统研究 ABA 的抗肿瘤机制，为 ABA
作为抗肿瘤药物的开发提供研究靶点和改造优化思路。 
        第二章主要研究孤儿核受体Nur77对线粒体活性的影响。Nur77是核受体超
家族中的一员，其参与细胞的生长、分化、增殖和凋亡等生物学进程。本课题
组和其他课题组的研究表明，Nur77 的许多生物学功能与线粒体密切相关。因
此，我们应用蛋白质组学技术，比较野生型小鼠乳腺癌细胞和 Nur77 基因敲除
小鼠乳腺癌细胞的蛋白质表达谱。发现 Nur77 基因敲除后，线粒体内膜上的蛋
白质复合体相关蛋白发生明显下调。通过对线粒体膜电势以及线粒体活性氧簇 
(Reactive oxygen species, ROS) 检测，表明 Nur77 可能起到线粒体保护作用。本
章通过定量蛋白质组学技术系统的研究了 Nur77 对线粒体相关蛋白质的调控，
为进一步阐述线粒体在 Nur77 相关生物学功能中的作用奠定了基础。 
 
关键词：蛋白质组学；抗肿瘤药物；Nur77  
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Abstract 
        Quantitative proteomics is a main strategy for investigating the expression and 
function of proteins on an overall scale. In the present study, we applied Stable isotope 
labeling by amino acids in cell culture (SILAC) approach to study the anti-cancer 
mechanism of Alisol B 23-acetate (ABA) and the impact of nuclear receptor Nur77 on 
mitochondrial function. 
        In the first chapter, we focused on studying the anti-cancer mechanism of ABA on 
HepG2 cells. ABA, the major effective component of medicinal herb Alisma arientalis, 
has been reported for its antibacterial, antiviral and antiallergic activity, the multidrug 
resistance inhibition and the liver protection. Recently, the anti-cancer activity of ABA 
has been paid more attention, but its specific mechanism of anti-cancer action remains 
unknown. In this chapter, we employed SILAC-based quantitative proteomics approach 
and identified 334 proteins that exhibit significant differential expressions in HepG2 
cells upon exposure to ABA. Gene ontology and network analysis using DAVID and 
STRING on-line tools and functional analysis revealed that there are three different 
pathways, regulated by ABA. They are mTOR/p70 S6K/4E-BP1, cell cycle arrest and 
apoptotic cell death-related pathways. Together, our results demonstrate that ABA 
could induce HepG2 cell death via mTOR/p70 S6K/4E-BP1, cell cycle arrest and 
caspase-related pathways. 
        In the second chapter, we focused on studying the impact of orphan nuclear 
receptor Nur77 on mitochondrial function. Nur77 is a member of the nuclear receptor 
superfamily, which participates in the several biological processes, including cell 
growth, differentiation, proliferation and apoptosis. In this chapter, SILAC-based 
quantitative proteomics approach was used to compare the proteome between wild-type 
mouse breast cancer cells and Nur77 gene deficient mouse breast cancer cells. We 
found that the expression of 190 mitochondrial complex-related proteins were altered 
and most of them were down-regulated. Further, mitochondrial membrane potential and 
the mitochondrial ROS were detected to evaluate the mitochondrial function. We found 
that the mitochondrial function was down-regulated with Nur77 deficient, indicating 
that Nur77 maybe play a protective role in mitochondrial function. These results 
therefore provide useful information for further investigations on the mechanism of 
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 3 
Nur77-dependent mitochondrial clearance and biogenesis and shed light on the study 
of what role of mitochondria does play in Nur77’s multiple functions. 
 
Key Words: Anti-cancer drugs; Nur77; Proteomics. 
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第一章 应用 SILAC 定量蛋白质组学研究 23 乙酰泽泻醇 B 的抗
肿瘤机制 
第一节 前言 
1.1 ABA 与肿瘤 
        伴随着环境污染日益严重，恶性肿瘤已经成为威胁人类健康导致人类死亡
的重大疾病。药物治疗作为治疗恶性肿瘤的主要手段，对其抗肿瘤机制的研究
以及抗肿瘤药物的筛选已经成为相关学科的研究重点。近年来，特别是作用于
信号通路转导分子的靶点抗肿瘤药物越来越引起科学家的重视[1]。新型的靶点
抗肿瘤药物有更好的药物选择性以及较低的药物副作用。我国的中药材资源丰
富、包含各种各样的化学物质，并且拥有数千年的理论实践经验。筛选中药材
中的活性成分用于新型抗肿瘤药物的研究，对探究肿瘤治疗靶点、开发抗肿瘤
药物具有深远意义。 
        泽泻主要产自福建 (建泽泻) 和四川 (川泽泻) ，为泽泻科植物泽泻 Alisma 
arientalis (Sam.) juzep 的干燥块茎，性寒，味甘，淡，入肾、膀胱经，《神农本
草经》中列为上品，具有利小便、清湿热的作用。主治小便不利、热淋涩痛、
水肿胀漏、泄泻尿少、痰饮眩晕、高血脂等疾病。 
        泽泻在传统中医药领域已经有十分广泛的临床应用。龙胆泻肝丸，六味地
黄丸，泽泻汤等中药复方制剂中都含有泽泻。已有研究中表明，泽泻中的化学
成分主要有有倍半萜、二萜和三萜类化合物，此外含有挥发油、小量生物碱、
天门冬素、植物甾醇、植物甾醇甙、脂肪酸 (棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸) 、
树脂、蛋白、多糖以及部分无机元素等。其中主要的三萜类化合物有：泽泻醇
A、泽泻醇 B、乙酸泽泻醇 A 酯、乙酸泽泻醇 B 酯和表泽泻醇 A。本课题的研
究对象 ABA 是泽泻中的主要有效成分，并且是泽泻的专属性物质之一。生品泽
泻中 ABA的含量为 0.06009%。在 2010版《中华人民共和国药典》中规定 ABA
作为泽泻相关制剂的质控指标成分。 
        ABA 又名泽泻醇 B 醋酸酯、泽泻醇 B-23 醋酸酯，是一种三萜类化合物。
分子式为 C32H50O5，分子量为 514.74，其结构式如图 1。 
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图 1：ABA 的化学结构 
 
        目前研究表明，ABA 具有很多药理学活性。例如抗肝炎病毒[2]、抗菌[3]、
抗疟原虫活性[4]、抗过敏[5]等。2004 年，Cheng W 等人发现 ABA 可以抑制 p-糖
蛋白活性进而修复 p-糖蛋白介导的多重细胞耐药性[6]。2007 年，Jong 等人发现
ABA 可以抑制巨噬细胞中氮氧化合物的合成[7]。 2015 年，Qiang M 等人的研究
中发现，ABA 可以通过激活核受体 FXR 减轻 ANIT 引起的肝损伤和肝内胆汁郁
积，通过增加肝流出、胆汁酸代谢和降低肝摄取、胆汁酸合成改善毒性胆汁酸
的过度积累[8]。 
        此外，ABA 的抗肿瘤活性也逐渐被关注。2006 年，Huang YT 等人的研究
中发现 ABA 能够上调 Bax 蛋白表达并促进其定位到细胞核，激活 Caspase-8、
Caspase-9和 Caspase-3，同时激活内源性和外源性的细胞凋亡途径[9]。2009年，
Xu YH等人的研究中指出 ABA通过阻滞 G0/G1期抑制细胞增殖，同时通过上调
Bax 蛋白表达量、降低线粒体膜电位导致线粒体损伤，进而激活 Caspase-3 和
Caspase-9 造成细胞凋亡[10]。尽管有关于 ABA 抗肿瘤活性的报道，其发挥抗肿
瘤作用的机制尚有很多值得探讨和深入研究之处。本课题利用定量蛋白质组学
技术，对 ABA 的抗肿瘤活性进行蛋白质组学水平的研究，分析其对细胞内信号
通路的调控，为抗肿瘤药物的筛选提供新的思路。 
1.2 蛋白质组学 
        1994 年澳大利亚 Macquaie 大学的 Wilkins 和 Williams 等人首次提出蛋白质
组 (proteome) 这一概念，该词汇由蛋白质的“prote”和基因组的“ome”拼接而成[11]。
蛋白质组学是一门从整体水平研究生命体所表达的全部蛋白质组成及功能的学
科[12]，包括他们发挥特定生物学功能的时间点和在细胞中的定位，蛋白质的修
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饰，以及与其他蛋白质或者小分子之间的相互作用。2001年 Science杂志已经把
蛋白质组学归类为六大热点研究之一，蛋白质组学的研究标志着生命科学进入
了后基因时代。 
1.2.1  蛋白质组学的分类 
根据不同的研究目的，蛋白质组学主要分为表达蛋白质组学、功能蛋白质
组学以及结构蛋白质组学。 
         1. 表达蛋白质组学主要应用于研究不同组织、体液或者细胞样品蛋白质表
达量的差异，进而发现新的生物标记物和药物作用靶点。2. 功能蛋白质组学主
要研究与某种生物学功能相关的一系列蛋白质，包括蛋白质-蛋白质或蛋白质-
DNA/RNA 的相互作用以及蛋白质转录后修饰，通过研究它们对胞内胞外信号
的响应提供信号通路、发病机理以及蛋白质-药物相互作用等信息。3. 结构蛋白
质组学主要应用于某一细胞器内全部蛋白质或蛋白质复合体结构的描绘，将相
互作用蛋白质的功能、结构以及定位信息绘制成蛋白质图谱。 
1.2.2  蛋白质组学的应用 
        蛋白质组学在生命科学的很多研究领域发挥着重要的作用，应用蛋白质组
学可以系统的研究细胞的生物化学信号通路及调控网络；研究蛋白质-蛋白质相
互作用；蛋白质翻译后修饰，例如蛋白质的磷酸化、酰基化、泛素化以及糖基
化等修饰信息；系统分析特定细胞或组织所表达的蛋白质组以构建蛋白质组学
图谱，发现新蛋白质[13]等等。蛋白质组学相关技术的不断发展，使其在生物学
研究、临床研究以及新药开发等领域得到广泛应用。  
1.2.2.1  蛋白质组学应用于生物学研究 
        蛋白质组学可以进行蛋白质相互作用以及信号传导通路等研究，在细胞生
物学领域的应用日益增多。 2002 年，Florens 等人对疟原虫 Plasmodium 
falciparum 进行蛋白质组学研究，检测到处于不同生命周期时疟原虫体内 2400
多个蛋白质表达量的变化，并发现了一系列蛋白质在不同阶段的特异性表达[14]； 
同年，Andersen J S 等人应用基于质谱的蛋白质组学，诠释校正了生物体的基
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因组 DNA序列，并通过蛋白质组学与基因芯片技术的结合，发现新的基因序列，
从而丰富了生物体的基因序列数据库[15]。 
1.2.2.2  蛋白质组学应用于临床研究 
        蛋白质组学在临床研究上的应用主要是通过分析血液、脊髓液、尿液等体
液的蛋白质表达谱发现生物标记物应用于疾病诊断、治疗以及预防[16]。通过对
比正常组织以及病变组织蛋白质组学的差异，可以帮助我们分析疾病相关信号
通路，研究发病机制。2002 年，Petricoin 等人应用血清蛋白质组鉴定模型分析
116 个血清样本，以 100%的灵敏度和 95%的特异性区分出卵巢癌样本和非卵巢
癌样本[17]； 2013 年，Jacek R 等人通过对人体结肠腺瘤的显微切割细胞样品进
行系统的鉴定，实现了对结肠癌发生的生物标记物丰度的预估，并且鉴定出肿
瘤抑制因子、致癌基因以及结肠癌发生发展过程中的关键蛋白质。  
1.2.2.3  蛋白质组学应用于新药开发 
蛋白质组学在药物开发领域具有很好的应用前景。应用蛋白质组学不仅可
以对已有药物发挥作用的生物学基础和药理学机制进行阐述，并且可以用于发
现新的治疗靶点以及新药开发。另外，蛋白质组学还可以用于分析药物的毒理
作用、药物选择性以及代谢产物。2000年，Fountoulakis等人通过对比经扑热息
痛和无毒性化合物处理的小鼠肝脏蛋白质表达谱，研究扑热息痛的肝毒性。
2002 年，Hanash 等人应用表达蛋白质组学为白血病的治疗发现了新的药物作用
靶点[18]；同年，Sanchez等人应用蛋白质组学研究罗格列酮对 lep/lep鼠胰岛细胞
中糖尿病相关蛋白质表达量的影响，这一研究系统的分析了罗格列酮的作用机
制，为糖尿病相关的药物筛选提供依据[19]；2010 年，Graham M 等人应用蛋白
质组学建立了一种用于发现药物分子作用的蛋白质靶点的方法。并且应用这种
方法鉴定出免疫抑制药物环孢霉素 A 的十种蛋白质靶标[20]。2011 年，Anke Van 
Summeren 等人通过对比不同化合物处理肝癌细胞后的蛋白质表达谱，进行肝毒
性分析，应用这一方法可以在临床试验前对药物进行毒性筛选[21]。 
1.2.3  基于质谱的定量蛋白质组学 
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